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骨芽細胞様細胞株（MC3T3－E1）のTGF一β産生能
　　　　　ならびに細胞内Ca＋＋動態に対する
　　　　　　　　　変動電磁場刺激：の影響
正　田　健　次　郎
　東京医科大学整形外科
（指導：三浦幸雄主任教授）
【要旨】　変動電磁場刺激による骨芽細胞の増殖過程に及ぼす影響をTGF一β産生能の変化，細胞内遊離Ca＋＋
（［Ca＋＋］i）動態に着目し検討した．　TGF一β産生能を促進する電磁場刺激の至適条件は，1．5　Gauss，10　Hz，
25μsecであった．骨芽細胞の産生するTGF一βは，培養日数とともに増加傾向を示し，更に電磁場刺激がこ
の過程を促進していることが示唆された．TGF一βはDNA合成能に対して促進的に働き，更に電磁場刺激を
併用したことでその効果は増強された．これは電磁場刺激により産生促進されたTGF一βが骨芽細胞のDNA
合成能に対して，より促進的に働いたためと思われた．ionomycin　1μM処理下，　TGF一βの添加による
［Ca＋＋］i変動ではTGF一βの増加に伴い，［Ca＋＋］iの明らかな増量を認めた．また電磁場刺激（1．5　Gauss，
10Hz，25μsec）を与えると非刺激群に比し［Ca＋＋］iの明らかな増量が認められた．電磁場刺激誘発のDNA
合成能促進過程の機序として，産生促進されたTGF一βその他の細胞成長因子が骨芽細胞膜に存在するそれ
ぞれの受容体を介して［Ca＋＋］iを増量させ，その結果，　DNA合成能を促進させるものと考える．
緒 言
　骨に対する電気刺激は，1953年保田ら1）が骨に歪
みを与えると凹側が陰極に，凸側が陽極に荷電する
いわゆる骨の圧電現象の概念を唱え，電気的に仮骨
形成を促進させることを報告したのが初めである．
同現象は1962年，Bassettら2）によっても報告され
た．1970年代になると電気刺激による臨床的応用の
報告が多く発表された．1971年にはFriedenberg3），
Brightonら4）によって微弱電流による電気刺激の
臨床応用が報告されて以来，様々な電気刺激法が開
発され，難治性偽関節や遷延治癒骨折などに広く臨
床応用されている5）一一7）．その中でも電磁場刺激は，
1974年にBassett8）が体外からの刺激によって骨に
微弱電流を惹起する電気刺激法として発表して以
来，non－invasiveな方法の代表として数多くの報告
がなされている9）10）．当教室の正岡11）は骨芽細胞様
細胞株（MC3T3－E1）に対してパルス電磁場刺激を
様々な条件で与え，刺激至適条件下においては骨芽
細胞の増殖能，分化能を促進すると報告している．
本研究は，臨床的に骨癒合を促進する効果が高いと
評価されている電磁場刺激の作用機序を解明する一
助とするべく骨代謝における共役因子として注目さ
れているTGF一β，また細胞増殖に欠かすことのでき
ない細胞内遊離カルシウムイオン動態に着目し，電
磁場刺激下の変動について検討した．
実験材料および方法
　1）細胞培養
　実験には，醗酵研究所より供与を受けた骨芽細胞
様細胞株（MC3T3E1）　を使用した．同細胞は
Kodamaら12）によりC57BL／6新生仔マウス頭蓋冠
から分離樹立された細胞株である．細胞は，10％
FBs（sIGMA）添加α一MEM（Gibco）にて37℃，
5％CO2下に0．05％Trypsin，0．53　mMEDTA
（GIBCO）で分散し，継代培養を行った．後述する実
験：の測定前24時間は無血清培地とし，0．3％BSA添
加α一MEMで培養した．
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キーワード：変動電磁場，DNA合成能，　TGF一β産生能，細胞内遊離カルシウム．
（別刷請求先：〒160新宿区西新宿6－7－1東京医科大学整形外科学教室正田健次郎）
（1）
一　298　一 東京医科大学雑誌 第55巻第3号
図1　理化学研究所製作パルス電磁場装置
　2）　変動電磁場刺激装置
　電磁場刺激装置は，理化学研究所製作のパルス電
磁場刺激装置を使用し（図1），直径22cm，幅7cm
の60turnソレノイドコイル内にシャーレもしくは
96well　microtitre　plate（Flow，　U．　S．　A．）を設置
し，磁場強度を0．2から3．OGauss，周波数を2から
200Hz，パルス幅を6から100μsecの間で変化させ
て刺激を与えた．
　3）TGF・β産生能の測定
　96well　microtitre　plateに1we11あたり5×103
の密度にて細胞を播種し，36時間培養後，Confluent
に達した時点で電磁場刺激を24時間与え，非刺激群
と刺激群に対して抗TGF一β抗体（Santa　Cruz）（1：
500）を用いたELISA法にてTGF一β産生能の測定
を行った．電磁場刺激は，周波数を10Hz，パルス幅
を25μsecに設定し，磁場強度を0．2，0．5，1．0，1．5，
2．0，3．OGaussと変化させた．次に磁場強度を1．O
Gauss，パルス幅を25μsecに設定し，周波数を2，
5，10，20，100，200Hzと変化させた．更に磁場強
度を1．OGauss，周波数を10　Hzに設定し，パルス幅
を6，12，25，50，100μsecと変化させた．また同様
に細胞を播種し，36時間培養後，Confluentに達し
た時点で当教室の正岡11）が報告したDNA合成能
の至適刺激条件（1．OGauss，10　Hz，25μsec）にて
電磁場刺激を与え培養日数を重ねていき，各日数ご
とに両群についてそれぞれTGFβ産生能の測定を
行った．測定は，microtitre　plateに付着した細胞を
抗TGF一β抗体と反応させ，ビオチン結合性抗ウサ
ギIgG，ストレプトアビジン結合性アルカリフォス
ファターゼと反応させた．発色にはp・Nitrophenyl
phosphateを基質として用い，405　nmにて吸光度測
定を行った．測定の換算方法は，96well　microtitre
plateに濃度の異なったTGF一βを滴下し，標準曲線
をmicroplate　reader（MPR－A4i，　TOSOH，　Japan）
にて作成して求めた．得られた成績は全て平均値±
標準偏差（mean±SD）で示し，　Mann－Whitney法
によって統計学的解析を行い，危険率5％以内（p＜
0．05）を統計的に有意な差があるものとして判定を
行った．
　4）TGF一β免疫染色
　直径3．5cmの培養皿に1cm2あたり1．8×104の
密度にて細胞を播種し，36時間培養後Confluentに
達した時点でDNA合成能の至適刺激条件（1．O
Gauss，10　Hz，25μsec）にて電磁場刺激を与え培養
日数を重ねていき，各日数ごとに一群についてそれ
ぞれTGF一βの局在を免疫組織学的に観察した．播
種された細胞は70％メタノール固定後，3％H202加
メタノールにて内因性ペルオキシダーゼ活性を阻害
した後，抗TGF一β抗体（Santa　Cruz）（1：100）を
4℃で一昼夜反応させた．次いでビオチン結合性抗ウ
サギIgG，ストレプトアビジン結合性ペルオキシダ
ーゼと反応させDAB発色，ヘマトキシリン核染色
のあと鏡検した．
　5）DNA合成能測定法
　96well　microtitre　plateに1wellあたり5×103
の密度にて細胞を播種し，36時間培養後，Confluent
に達した時点でTGF一β，抗TGF・β抗体をそれぞれ
様々な濃度（0．5～50ng／ml），希釈倍率（10～100倍）
にて添加して，更にDNA合成能の至適刺激条件
（1．OGauss，10　Hz，25μsec）にて電磁場刺激を24
時間与えた上で同様にTGF一β，抗TGF一β抗体を添
加し，ELISA法を用いてDNA合成能の測定を行っ
た．測定はAmersham　Cell　proliferation　kitを使
用し，5－bromo－2’一deoxyuridine（以下BrdU）及び，
5－fluoro－2’一deoxyuridineを添加し，12時間インキ
ュベートを行った．5％酢酸一エタノールにて30分固
定後，2％過酸化水素水一メタノール溶液を20分間
反応させ内因性ペルオキシダーゼを不活化させた．
3％BSAでブロッキングの後，　nuclease，抗BrdUモ
ノクロナール抗体を90分，ペルオキシダーゼ標識抗
マウスIgG抗体を60分反応させ，ペルオキシダー
ゼ基質による発色の吸光度測定を405nmにて行っ
た．得られた成績は全て平均値±標準偏差（mean±
SD）で示し，　Mann－Whitney法によって統計学的解
析を行い，危険率5％以内（p＜0．05）を統計的に有
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意な差があるものとして判定を行った．
　6）細胞内遊離カルシウムイオン測定法
　直径3．5cmの培養皿にpoly－L－lysine処理した
カバーグラスをのせ，1cm2あたり1．8×IO4の密度
にて細胞を播種し，9時間培養後，TGF一β（O．1～10
ng／m1）を添加して，更に24時間培養後，3）で測定
したTGF一β産生能の至適刺激条件（1．5Gauss，10
Hz，25μsec）にて電磁場刺激を与え，細胞内での遊
離カルシウムイオンの変動をカルシウムイオンの特
異的蛍光指示薬であるFura－2のアセトキシメチル
体（Fura－2　AM：DOJIN，最終濃度5μM）を添加
したKrebs－HEPES緩衝液（NaC1：136　mM，　KC1：
1．5mM，　MgC12：1．3mM，　CaC12：1．2mM，　glu－
cose：10　mM，　HEPES：20　mM；pH　7．4）中で37℃，
45分間のインキュベート後，カルシウム測定装置
（CAF－100，　JASCO，　Japan）を用いて蛍光強度を
340／380nmの比から算出した．カルシウムイオン濃
度の算出はGrynkiewiczら13）の方法を基盤とし
た．細胞内遊離カルシウムイオンを増量させる目的
でKC1，　ionomycin，　TGF一β，或いはionomycin存
在下でTGF一βを刺激薬として1ml／minの流速で
perfusionを行った．各刺激薬による効果は3例以
上の成績を基にして，Newman・Keulus法で統計学
的解析を行い，危険率5％以内（p＜0．05）を統計的
に有意な差があるものとして判定を行った．
実験結果
　1）TGF・β産生能の変化
　①周波数を10Hz，パルス幅を25　＃　secに設定
し，磁場強度を変化させた場合のTGF・β産生能の
変化（図2a）．
　非刺激群に比し，1．OGaussで1．31倍，1．5Gauss
で1．50倍とTGF一β産生能の著明な増加が認めら
れたが，3．OGaussでは0．68倍と逆にTGF一β産生
能の著明な抑制が観察された．
　②磁場強度を1．O　Gauss，パルス幅を25μsecと
し，周波数を変化させた場合のTGF・β産生能の変
化（図2b）．
　非刺激群に比し，5Hzで1．10倍，10Hzで1．51
倍，20Hzで1．36倍，100Hzで1．13倍とTGF一β産
生能の著明な増加が認められた．
　③磁場強度を1．0　Gauss，周波数を10Hzとし，
パルス幅を変化させた場合のTGF一β産生能の変化
（図2c）．
　非刺激群に比し，12μsecで1．34倍，25μsecで
1．52倍，50μsecで1．31倍，100μsecで1．13倍と
TGF一β産生能の著明な増加が認められた．
　④磁場強度を1．OGauss，周波数を10Hz，パルス
幅を25μsecに設定した場合の長期培養による
TGF一β産生能の変化（図3）．
　非刺激群，刺激群とも培養日数とともにTGF一β
産生能は増加していくが，Confluent後14日まで
は，非刺激群に比し，刺激群では有意にTGF一β産生
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図2a　磁場強度とTGF一β産生能の変化
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　図4　電磁場刺激後14日目のTGF一β免疫染色
　　　a：非刺激群
　　　b：刺激群：磁場強度1．OGauss，周波数10　Hz，パルス幅25μsec
　　　非刺激群，刺激群ともに細胞質を中心に染色性を認めたが，両群の対比では非刺激群に比し刺激群に同局在
　　　部位においてより高い染色性を認めた．
能の増加を認めた．Confluent後22日以降は，両群
ともにプラトー状態となり，両群間に有意な差は認
められなかった．
　2）形態学的観察一TGF・β免疫染色一
　非刺激群，刺激群ともに細胞質を中心に染色性を
認めた．両群の対比で，Confluent後14日では非刺
激群に比し刺激群に同局在部位においてより高い染
色性を認めた（図4）．
　3）DNA合成能の変化
　①TGF一β添加，　TGF一β添加＋電磁場刺激による
DNA合成能の変化（図5）．
　TGF一β単独ならびに電磁場刺激併用時のDNA
合成能について比較した．TGF一β単独群における
DNA合成能は，無添加群に比しTGF一β5ng／ml添
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加で1．32倍，10ng／ml添加で1．51倍と著明な
DNA合成能の増加が認められた．しかしながら，50
ng／ml添加群ではむしろ影響を及ぼさなかった．一
方，TGF一βと電磁場刺激併用群におけるDNA合成
能は，無添加群と比較してTGF一βの濃度依存的な
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著明なDNA合成能の増加が認められた．
　②抗TGF一β抗体によるDNA合成能の変化．電
磁場非刺激群では，抗TGF一β抗体無添加群と比較
して10倍希釈（×0．1）で0．86倍，50倍希釈（×
0．02）で0．89倍とDNA合成能の著明な抑制が認め
られた（P〈0．01）（図6a）．一方電磁場刺激群では，
抗TGF一β抗体無添加群と比較して10倍希釈で
0。85倍とDNA合成能の著明な抑制が観察された
（図6b）．
　4）細胞内カルシウムイオン（［Ca＋＋］i）の変化
　①TGF一β添加による［Ca＋＋］iの変化（図7）．
　ionomycin　1μM非存在下では，　TGF一β誘発の
［Ca＋＋］i増量は0．1および1ng／mlのTGF一βで用
量依存的な増加が観察された．しかしながら，10ng／
mlのTGF一βは1ng／mlで得られた成績とほぼ同
じ値であった．一方，ionomycinを併用した群では
TGF一βの増加に伴い［Ca＋＋］iの明らかな用量依存
的な増量が認められ，統計学的にも1％の危険率で
有意な差が認められた．
o 　×　O．1
抗TGF一β抗体
b：電磁場刺激群：磁場強度1．OGauss，周波数
　10Hz，パルス幅25μsec
図6抗TGF一β抗体によるDNA合成能の変化
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図8　電磁場刺激による細胞内Ca＋＋の変化
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　　電磁場刺激群：磁場強度1．5　Gauss，
　　周波数10Hz，パルス幅25μsec
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　②電磁場刺激による［Ca＋＋］iの変化（図8）．
　電磁場非刺激群と電磁場刺激群で，ionomycin（1
μM）誘発の［Ca＋＋］i増量を対比させると，非刺激
群に対して，刺激群でより著明な増量が認められ，
統計学的にも5％の危険率で有意な差が認められ
た．
考 察
　電磁場刺激による臨床応用は，偽関節や遷延治癒
骨折などに対して，数多く報告されている．電磁場
刺激は非侵襲的かつ簡便な方法であるため経皮的直
流刺激などの侵襲的電気刺激法と比べ，一般的に広
く使用されているのが現実であるが，その有効性に
ついては不確実な点が多く，基礎的実験の裏付けを
欠いていることが大きな問題点となっている．当教
室の正岡IDは電磁場刺激条件に着目し，骨芽細胞様
細胞株（MC3T3－E1）を使用し，パルス電磁場を様々
な条件で与え，至適刺激条件下においては骨芽細胞
の増殖能（DNA合成能），分化能（ALP活性）を促
進させることを報告した．今向更に，電磁場刺激が
DNA合成能を促進させる過程で，骨基質中に大量
に存在し14）一’16），骨代謝における共役因子として注目
されているTGF一βと細胞内情報伝達系及び骨代謝
に重要な因子となる細胞内遊離カルシウムイオン動
態が関連性を有することを明らかにした．
　TGF一βに関しては，　in　vivoでラット頭蓋冠の骨
膜下にTGF一β1を投与すると，骨量の増加がみられ
ること17），骨芽細胞自身もTGF一β1を産生してい
る18）ことから骨芽細胞の機能発現に大きな役割を
果たしていることが考えられている．
　1）　電磁場刺激によるTGF一β産生能の変化につ
　　いて
　in　vivoの実験系では，電磁場刺激：によるTGF一β
産生能の促進に関する報告19）はあるが，in　vitroの
実験系では報告例がない．そこで本研究では，骨芽
細胞様細胞株（MC3T3－El）の産生するTGF一βを電
磁場非刺激群，刺激群に分けて測定し，比較した．
まずTGF一β産生能の至適刺激条件を測定し，1．5
Gauss，10Hz，25μsecと結果を得た．次に長期培養
によるTGF一β産生能の変化を測定した．産生され
たTGF・βは，培養22日までは培養日数とともに増
加し，その後徐々に低下した．電磁場刺激群でも同
様の傾向を示したが，培養初期から中期にかけて特
に培養14日では，非刺激群に比し，刺激群では有意
に産生が促進された．
　2）TGF・β添加，またはTGF・β添加に電磁場刺
　　激を併用した場合のDNA合成能の変化につい
　　て
　TGF一βによる骨芽細胞の増殖，機能に及ぼす影響
に関しては文献的報告が様々であり，必ずしも統一
した見解は得られていない．骨芽細胞の増殖に対し，
促進的に作用するという報告20）21），抑制的に作用す
るという報告22）23）と両方あり一定していない．
TGF一βの骨芽細胞に及ぼすこのような効果の差は，
細胞の種類，細胞密度，培養条件の違い，特に血清
濃度の違いなどに起因する可能性があると考えられ
る．Centrellaら24）はconfluent　monolayerとなっ
たラット頭蓋冠由来骨芽細胞様細胞を，24時間血清
非添加状態におき，その後23時間血清非添加条件下
でTGF一βを作用させると，同細胞のDNA合成能
を促進すると報告している．血清中には，PDGF，
bFGF，　IGFなど多くの細胞成長因子が存在してお
り，それらがTGF一βの効果に影響を及ぼすことも
報告されている25）～28）．以上のことから判断しても血
清の影響を除外した実験系のほうがTGF一βの効果
をより反映した結果になると考えられる．本研究に
おける実験は，測定前24時間は血清freeとしてお
り，血清の影響は可及的に除外されたものと判断し
ている．本研究における骨芽細胞では，TGF一βが
DNA合成能に対して促進的に働くという結果が得
られた．これは抗TGF一β抗体添加にてDNA合成
能が著明に抑制されたことからも裏付けされる．更
に，TGF一β添加と電磁場刺激との併用では，　TGF一β
の0．5～50ng／ml添加全てにおいて，無添加，非刺
激に比し有意にDNA合成能の促進を認めた．これ
は電磁場刺激により産生促進されたTGF・βが，骨
芽細胞のDNA合成能に対して，より促進的に働い
たことも一助となっているものと考えられる．
　3）TGF・β，または電磁場刺激が［Ca＋＋］iにお
　　よぼす影響について
　本研究で使用している骨芽細胞様細胞株
（MC3T3－El）にいかなるCa＋＋チャンネルが存在す
るか不明なため，予備実験としてKC1（50，75，100
mM）による脱分極を試みたが骨芽細胞の［Ca＋＋］i
は変化しなかった．したがってMC3T3－E1には電位
依存性Ca＋＋チャンネルの存在しないことが判明し
た．ここで［Ca＋＋］iを増量する目的で，　ionophore
作用を有するionomycin（1，10，100μM）を使用
（7）
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図9　電磁場刺激誘発のDNA合成能促進過程
すると29）30）用量依存的に［Ca＋＋］iの増量が確認でき
たため今回はionomycin　1μMで実験を施行した．
　TGF一βの添加による［Ca＋＋］iの変化ではTGF一β
の増加に伴い，［Ca＋＋］iの明らかな増量が認められ，
これはTGF一βが骨芽細胞内への外液中Ca＋＋の取
り込み，或いは細胞内Ca＋＋カスケード促進作用を有
するものと考えられる．またTGF一βを産生する電
磁場刺激の至適条件（1．5　Gauss，10Hz，25μsec）に
て電磁場刺激を与えると，非刺激群に比し［Ca＋＋］i
の明らかな増量が認められた．培養骨芽細胞に電磁
場刺激を与え［Ca＋＋］iの増量を記した報告は他にも
いくつか存在するが30）31），今回の研究結果より，電磁
場刺激による［Ca＋＋］iの増量には，TGF一βが一つの
factorとして介在するものと考えられる．その機序
については，今回明らかにすることはできなかった
が，電磁場刺激により骨芽細胞膜におけるイオン透
過性の変化が出現し，更に，TGF一βその他の細胞成
長因子が骨芽細胞膜に存在するそれぞれの受容体に
作用すると，細胞内のCa＋＋代謝系促進が生じるも
のと思われる．
　今回の成績と，［Ca＋＋］iの増量がDNA合成能を
促進させるという報告や30》，軟骨細胞において，電磁
場刺激によるDNA合成能がCa＋＋，　Na＋チャンネ
ル阻害剤を作用させることで抑制されたとの報告32）
を加味すると，電磁場刺激誘発のDNA合成能促進
過程の機序として，産生促進されたTGF一βその他
の細胞成長因子が骨芽細胞膜に存在するそれぞれの
受容体を介して，細胞外から細胞内へCa＋＋流入の
促進をきたし，［Ca＋＋］iの貯蔵庫からCa＋＋遊離を
増量させ，その結果DNA合成能を促進させるもの
結 語
第55巻第3号
　変動電磁場刺激による骨芽細胞の増殖過程に及ぼ
す影響を，TGF一β産生能の変化，細胞内遊離Ca＋＋
動態に着目し，検討した．
　1）TGF一β産生能を促進する電磁場刺激の至適条
件は，1．5Gauss，10Hz，25μsecである．骨芽細胞
の産生するTGF一βは，培養日数とともに増加傾向
を示し，更に電磁場刺激がこの過程を促進している
ことが示唆された．
　2）TGF一βはDNA合成能に対して促進的に働
き，更に電磁場刺激を併用したことでその効果は増
強された．これは電磁場刺激により産生促進された
TGF一βが，骨芽細胞のDNA合成能に対して，より
促進的に働いたためと思われた．
　3）ionomycin　1μM処理下，　TGF一βの添加に
よる［Ca＋＋］iの変化ではTGF一βの増加に伴い
［Ca＋＋］iの明らかな増量が認められた．これは
TGF一βが骨芽細胞内への外液中Ca＋＋の取り込み
促進，および細胞内Ca＋＋代謝充進作用を有するこ
とを示唆するものである．また電磁場刺激（1．5
Gauss，10Hz，25μsec）を与えると非刺激群に比し
［Ca＋＋］iの明らかな増量が認められた．
　4）電磁場刺激誘発のDNA合成能促進過程の機
序として，産生促進されたTGF一βその他の細胞成
長因子が骨芽細胞膜に存在するそれぞれの受容体を
介して［Ca＋＋］iを増量させ，その結果DNA合成能
を促進させるものと考えられる．
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The　Effects　of　Pulsing　Electromagnetic　Field　Stimulation　on　Transforming
　　　　　　　Growth　Factor－P　Production　and　lntracellular　free　Ca’＋　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Osteoblast－like　Cells
Kenjiro　SHODA
Department　of　Orthopaedic　Surgery，　Tokyo　Medical　College
　　　　　　　　　　　　（Director：Yukio　MIURA）
　　The　effect　of　pulsing　electromagnetic　field　stimulation　on　the　process　of　proliferation　of　osteoblasts　was
studied　in　terms　of　transfbrming　growth　factor一β（TGF一β）production　and　intraceUular　free　Ca＋＋
（［Ca”］　i）　behavior　using　an　osteoblast－like　cell　line　（MC3T3－E　l）．　The　optimal　condition　for　electro－
magnetic　field　stimulation　to　promote　TGF－P　production　was　found　to　be　1．5　Gauss，　10　Hz，　25＃sec．
Levels　of　TGF－jB，　which　is　produced　by　osteoblasts，　tended　to　increase　as　the　cell　culture　progressed．　lt
was　previously　suggested　that　electromagnetic　field　stimulation　might　promote　the　increase　in　TGFP
production．　TGF－P　acted　to　promote　DNA　synthesis，　and　the　concurrent　application　of　electromagnetic
field　stimulation　potentiated　this　action．　This　result　appears　to　indicate　that　the　promotion　of　TGF－6
production　by　the　electromagnetic　field　stimulation　results　in　an　enhancement　of　DNA　synthesis．　ln　the
presence　of　1μMionomycin，［Ca＋＋］iincreased　with　an　increase　in　the　amount　of　TGF一βadded。　With
electromagnetic　field　stimulation　（1．5　Gauss，　10　Hz，　25　pt　sec），　［Ca”］　i　distinctly　increased，　compared
with　unstimulated　cells．　TGF－6　and　other　cell　growth　factors，　the　formation　of　which　is　promoted　by
electromagnetic　field　stimulation，　increase［Ca＋＋］iflux　through　receptors　present　in　osteoblasts．　This
may　be　considered　to　be　the　mechanism　by　which　electromagnetic　field　stimulation　promotes　DNA
synthesis．
〈Key　words＞　Pulsing　electromagnetic　fields，　DNA　synthesis，　Transforming　growth　factor－P　production，
　　　　　　　　　　　Intracellular　free　Ca＋＋．
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